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(54) Verfahren und Vorrichtung zur intrazellularen Manipulation einer biologischen Zelle 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur intrazellularen ^ ^ 

Manipulation einer biologischen Zelle (3), die in einem 
Nahrmedium (2) adharent an einem Auflagebereich (5) 
angelagert wird. Innerhalb des Auflagebereichs (5) der 
Zelle (3) wird mit Abstand von deren Auflagerand eine 
Offnung in die Zellmembran der Zelle (3) eingebracht. Da- 
bei dichtet der die Offnung umgrenzende, an dem Aufla- 
gebereich (5) anhaftende Rand der Zellmembran die im 
Inneren der Zelle (3) befindliche Zellflussigkett gegen das 
Nahrmedium (2) ab und isoliert die Zellflussigkeit gegen 
das Nahrmedium (2). Durch die Offnung hindurch wird 
das Innere der Zelle (3) manipuliert. Die Erfindung betrifft 
ferner eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens 
(Fig. 1). 
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Besehreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur intrazellularen 
Manipulation wenigstens einer in einem Nahnnediuni be- 
tindlichen, adharent an einem Auflagebereich angelagerten 5 
biologischen Zelle, wobei in die Zellmeinbran der Zelle eine 
Offnung eingebracht und das Zellinnere durch diese Off- 
nung hindurch nianipuliert wird. Die Erfindung bezieht sich 
ferner auf eine Vorrichtung zur Manipulation des Zellinne- 
ren wenigstens einer in einem Nahnnediuni befindlichen, to 
eine Zellmeinbran aufweisenden biologischen Zelle, mil ei- 
nem Objekttrager, der wenigstens einen Auflagebereich hat, 
an dem die Zelle adharent anlagerbar ist, mil einem Porati- 
onswerkzeug zum Of then der Zellmeinbran, und mil wenig- 
stens einem im Bereich des Porationswerkzeugs befindli- 15 
chen Durchtrittskanal zur Manipulation des Zellinneren. 

Aus Alberts, B. el al., Molekularbiologie der Zelle, 3. 
Auflage, VCTT-Verlag (1995), Seite 212 f£ kennt man be- 
reits eine Vorrichtung der eingangs genannten Art. die eine 
mit einer Absaugvorrichtung verbundene, aus einem elek- 20 
trisch isolierenden Material bestehende Hohlnadel mit. einer 
Innenhdhlung aufweist, die am freien Ende der Hohlnadel 
eine Offnung hat. Zum Offnen der Zellmeinbran wird die 
am freien Ende der Hohlnadel befindliche Offnung auBen- 
seiiig an die Zellmeinbran angesetzt, um dann mittels der 25 
Absaugvorrichtung einen Unterdruck in der Innenhohlung 
der Hohlnadel zu erzeugen. Durch diesen Unterdruck wird 
ein vor der Offnung der Hohlnadel belindliches Zelltnem- 
branstiick aus dem Membranverband herausgerissen. Nach 
dem Einbringen der Offnung in die Zellmembran isoiierf die 30 
an dem die Offnung umgrenzenden Randbereich der Zell- 
meinbran angreifende Hohlnadel die im Inneren der Zelle 
enthaltene Zellflussigkeit. elektrisch gegen das Nahnne- 
diuni. Durch die in die Zellmeinbran eingebrachte Offnung 
hindurch wird dann das Innere der Zelle nianipuliert. Bei- 35 
spielsweise kann der Zellkern durch Ansaugen von Zellflus- 
sigkeit in die Hohlnadel aus der Zelle entfemt werden und 
anschlieBend ein anderer Zellkern durch die Offnung in das 
Zellinnere eingebracht werden. 

Das vorbekannte Verfahren und die fur Durchfuhrung des 40 
Verfahrens verwendete Vorrichtung haben den Nachteil, daB 
zum Positionieren der Hohlnadel an der Zelle ein Mikroma- 
nipulator erforderlich ist. Dadurch ergibt sich eine ver- 
gleichsweise komplizierte und teure Vorrichtung. AuBerdem 
wird die Zuganglichkeit der auf dem Objekttrager befindli- 45 
chen Zellen durch den Mikromanipulator stark einge- 
schrankt. Das Verfahren und die Vorrichtung eignen sich 
deshalb nur fur eine intrazellulare Manipulation einzelner 
oder allenfalls fur eine gleichzeitige Manipulation einer 
kleinen Anzahl auf dem Objekttrager befindlicher Zellen. 50 
Dabei ist ein aufwendiges manuelles Positionieren der 
Hohlnadel an der Zelle erforderlich, 

Aus Alberts, B, et al., Molekularbiologie der Zelle, 3. 
Auflage, VCH-Verlag (1995), Seite 213 ist auch bereits be- 
kannt, eine in einem Nahnnediuni schwinimende Zelle zwi- 55 
schen zwei jeweils von der Zelle beabstandeten groBflachi- 
gen Elektroden anzuordnen und an diese Elektroden eine 
elektrische Spannung anzulegen. Dabei wird die Zellmem- 
brane der Zelle durch Elektroporation an mehreren Stellen 
gleichzeitig geoffnet, so daB in dem Nahnnediuni befindli- 60 
ches, in die Zelle einzubringendes Genmaterial durch die 
Offnungen der Zelle hindurch in das Innere der Zelle diffun- 
dieren konnen. Nachteilig ist dabei jedoch, daB eine sole he 
Einbringung von Genmaterial statistischen Schwankungen 
unterliegt und von verschiedenen Parametern beeinfluBt 65 
wird, wie beispielsweise der Konzentration des Genmateri- 
als im Bereich der Zelle, der GroBe des einzubringenden 
Genmaterials und der GroBe der in die Zellmembran einge- 
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braehien Offnungen. Das vorbekannte Verfahren ermoglich 
somit koine gezielte Manipulation des Zellinneren. 

Es besteht deshalb die Aufgabe, ein Verfahren und eine 
Vorrichtung der eingangs genannten Art zu schaffen, die ein 
einfaches Manipulieren des Inneren einer Zelle ermogli- 
chen. Insbesondere soil ein aufwendiges manuelles Positio- 
nieren einer Flohlnadel an der zu behandelnden Zelle ver- 
mieden werden. 

Die Losung dieser Aufgabe besteht bezuglich des Verfah- 
rens darin, daB die Offnung innerhalb des Auflagebereichs 
der Zelle und mit Abstand von deren Aullagerand in die 
Zellmembrane eingebracht wird. 

Dadurch ist es inoglich, ein fur das Einbringen der Zell- 
menibran-Offnung verwendetes Porationsmittel oder ein 
Porationswerkzeug in dem Auflagebereich der Zelle an dem 
Objekttrager anzuordnen. so daB die Zelle beim Anlagern an 
dem Auflagebereich gleichzeitig auch an dem Porationsmit- 
tel oder dem Porationswerkzeug positioniert ist. Dadurch 
kann ein aufwendiges manuelles Positionieren eines Porati- 
onswerkzeuges entfallen. Da die Offnung innerhalb des 
Auflagebereichs der Zelle und mit Abstand vom Rand des 
Auflagebereichs in die Zellmembran eingebracht wird, dich- 
tet der die Offnung umgrenzende, adharent an dem Auflage- 
bereich anhaftende Membranbereich der Zelle die Offnung 
gegen das Nahnnediuni ab. Die itn Tnneren der Zelle befind- 
liche Zellflussigkeit ist dadurch elektrisch weitestgehend ge- 
gen das Nahmiedium isoliert, so daB ein Potentialausgleich 
zwischen dem Zellpotential im Inneren der Zelle und dem 
des Nahnnediums verhindert wird. Durch die in die Zell- 
membran eingebrachte Offnung hindurch kann dann das 
Zellinnere nianipuliert werden. 

Bei einer besonders vorteilhatten Ausfuhrungsform der 
Erfindung wird die Offnung mittels Elektroporation in die 
Zellmembran eingebracht. Beider Durchfuhrung des Ver- 
fahrens kann beispielsweise eine Elektroporations-Elek- 
trode in dem Auflagebereich fur die Zelle angeordnet wer- 
den, an der sich die Zelle adharent anlagert. Zum Einbringen 
der Offnung in die Zellmeinbran braucht dann nur noch eine 
elektrische Spannung zwischen der Elektroporations-Elek- 
trode und dem Nahrniediuin angelegt zu werden, die einen 
elektrischen StromfluB bewirkt, der die Zellmembran offnet. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform der Erfindung wird 
zum Einbringen der Offnung in die Zellmembran auf einen 
Teilbereich der Zellmembran wenigstens ein mechanischer 
Impuls ausgeiibt. Dabei lost sich dieser Teilbereich der Zell- 
membran aus dem Membranverbund heraus. Gegebenen- 
falls kann auch eine Impulsfolge mit mehreren Einzelimpul- 
sen zur Anwendung komrnen. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn die Offnung mittels 
Schallwellen, insbesondere Ultra- und/oder Hyperschall- 
wellen in die Zellmembran eingebracht wird. Dabei ist es 
sogar moglich, daB die Schallwellen auf den zu offnenden 
Bereich der Zellmembran fokussiert wird und/oder daB 
mehrere Schallwellen derart uberlagert werden, daB sich 
ihre Schwingungen in dem zu offnenden Bereich der Zell- 
membran zu einer Schwingung mit erhohter Amplitude 
uberlagern. Die Zellmembran kann dadurch beruhrungslos 
geoffnet werden. 

Eine beriihrungslose Offnung der Zellmembran kann aber 
auch in der Weise erfolgen, daB ein Teilbereich der Zell- 
membran mit energiereicher Strahlung, insbesondere mit 
Lasers trail lung bestrahlt wird. Dabei wird die Wellenliinge 
der Strahlung vorzugsweise so gewahlt, daB die Zellmem- 
bran die Strahlung gut absorbiert. ZweckinaBigerweise wird 
die Stralilung an deni Auflagebereich der Zelle in diese ein- 
gekoppelt. Gegebenenfalls kann ein Laserstrahl aber auch 
auBerhalb des Auflagebereichs in die Zelle eingekoppelt 
werden, indem in einen dort befindlichen Membranbereich 
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zunachst cine klcinc Einkoppeloffnung cingebracht wird. 
durch die dcr Laserstrahl anschlieBend durch^das Innere dor 
/die hindurch auf einen im Auilagebereich der /die be- 
findlichen Menibranbereich projiziert wird, uni don durch 
Verschwenken des Laserstrahls um die Einkoppeloffnung 
einen Teilbereidi der Membran aus deni Mcnibranverbund 
herauszuschneiden. 

Bei einer anderen Ausfuhrungstbrni des Verfahrens wird 
die Offnung durch Einwirkung einer chemischen Pora I ions- 



die Offnung umgebene Rand der /ellinembran mil dem 
Auflagebereich des Objekltragers in Beruhrung und dichiei 
die Offnung der /ellmeinbrane gegen das Nahrmedium ab. 

Eine besonders vorteilhaft e A usfiih rungs form der Erlin- 
dung sieht vor, daB das Porationswerkzeug innerhalb des 
Auflagebereichs von wenigslens eineni deklrischen Isolator 
Limgrenzt ist. Durch den deklrischen Isolator isi die im In- 
neren der Zelle befindliche Zellflussigkeii dann elektrisch 
gut gegen das Nahrmedium isoliert, so daB das Innere der le- 



Substanz in die Zellmembran cingebracht. Als Porations- 10 benden Zelle uber einen langeren Zeitraum nianipuliert wer- 



niitiel kann dabei beispiclsweise ein Perforin oder Triton® 
verwendet werden. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn eine elektrisch und/oder 
chernisch und/oder durch Strahlung aktivierbare chemische 
Substanz verwendet wird und wenn diese Substanz zuni 
Einbringen dcr OtTnung in die Zellmembran durch Einwir- 
kung von Strahlung, einer Chemikalie und/oder eines dek- 
lrischen Fddes aktiviert wird. Die Substanz wird also durch 
Energiezufuhr aktiviert. Dabei konnen zum Bcispiel freie 
Radikale erzeugt werden, welche den zu offnenden Teilbe- 
rcich der Zdlmeinbran zersloren. Im inaktiven Zustand ver- 
halt sich die Substanz gegenuber der Zelle weitgehend neu- 
tral, so daB sie das Anlagern der Zelle an dem Auflagebe- 
reich praklisch nicht beeinfluBt. Es kann audi eine chenii- 
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den kann, ohne daB die Zelle abstirbt. Der Isolationswider- 
stand ist abhiingig voin Zelltvp und ist vorzugsweise groBer 
als 10 Megaohm. Dadurch wird ein Potenlialausgleich zwi- 
schen dem Nahrmedium und der Zellflussigkeii weitestge- 
hend unterbunden. Gegebenenfalls kann der Objekttrager 
vollslandig aus einem isolierenden Material bestehen. Der 
Isolator kann aber auch im Inneren des Objekltragers mit 
Abstand zur Oberllache des Auflagebereichs angeordnet 
sein. 

Vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzeug die im Auila- 
gebereich des Objekltragers befindliche Mundung des 
Durch trittskanals im wesent lichen konzent risen utngrenzt. 
Das Zellinnere kann dann durch die Offnung hindurch noch 
besser nianipuliert werden, ohne daB bei der Manipulation 



sche Substanz verwendet werden, die durch Zugabe einer 25 der die Offnung umgrenzende Randbereich der Zellmem 



weiteren Substanz chernisch aktiviert wird 

Eine andere Ausfuhrungsform des Verfahrens sieht vor, 
daB ein zu otTncnder Teilbereidi der Zellmembran durch 
Beaufschlagung mil einem Unterdruck und/oder einem 
Uberdruck aus dem Membranverband herausgelost wird. 
Dazu kann beispiclsweise in einem den Auflagebereich auf- 
weisenden Objekttrager innerhalb des Auflagebereichs eine 
kleine Offnung vorgesehen sein, durch welche die Zelle so 
stark angesaugt wird, daB der vor der OtTnung befindliche 



30 



bran beschadigt wird. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzeug 
eine Elektroporations-Elektrode ist, der eine mit dem Nahr" 
medium in Kontakl bringbare Referenzelektrode zugeordnet 
ist, und wenn die Elektroporations-Elektrode und die Refe- 
renzelektrode zutu Elektroporieren der Zellmembran der 
Zelle mil einer deklrischen Spannungsquelle verbindbar 
sind. Die Elektroporations-Elektrode ist innerhalb des Aut- 
lagebereichs des Objekltragers angeordnet, so daB sich cine 



Menibranbereich aus dem Mcnibranverbund herausgerissen 35 an dem Isolator adharent angelagerte Zelle «e£zebenenfals an 

der blektrode anlagern kann oder sich zumindest bis in den 
Wirkungsbereich eines von der Elektrode ausgehenden 
elekt rise hen Feldes an diese annahern kann. Beim Anlegen 
der Elekiroporations-Spannung an die Elektrode flieBr ein 
elektrischer Strom, der in die Zellmembran eine Offnung 
einbringt. Dabei verbleibt der die Offnung umgebene Rand 
der Zellmembran mit dem Auflagebereich in Beruhrung und 
dichtet die Offnung gegen das Nahrmedium ab. Nach dem 
Einbringen der Offnung in die Zellmembran wird die Elek- 



wird. Zum Offnen der Zellmembran kann durch die Offnung 
hindurch aber auch ein Uberdruckimpuls .auf einen Meni- 
branbereich der Zelle ausgeiibt werden. 

Vorteilhaft ist, daB die Zelle durch eine Saugkraft an dem 
Auflagebereich fixiert wird. Dadurch kann das Anhaften der 40 
Zelle an dem Auflagebereich eines Objekttragers verbessert 
werden. Die Saugkraft ist dabei so bemessen, daB die Zell- 
membran durch die Saugkraft mechanisch nicht beschadigt 
wird. 



Vorteilhaft ist. 



wenn nach dem Einbringen der OlTnung in 45 trode von der Elektroporations-Spannungsquelle getrennt 



die Zellmembran durch die Offnung hindurch wenigstens 
eine Substanz und/oder ein Zellbestandteil aus dem Zellin- 
neren entnommen und/oder in das Zellinnere cingebracht 
wird. So kann beispiclsweise ein Medikament, ein Protein 
und/oder eine andere biologisch wirksame Substanz durch 
die Offnung hindurch in das Innere der Zelle gebracht wer- 
den, um deren Reaktion zu testen. Es kann aber auch ein 
Gen oder ein Genfragment aus der Zelle entnommen oder in 
diese cingebracht werden. Es kann sogar der Zellkern durch 
die Offnung hindurch aus der Zelle entnommen und durch 
einen anderen ersetzt werden. 

Bezuglich der Vorricht ung bestehl die Losung der vorste- 
hend genannten Aufgabe darin, daB das Porationswerkzeug 
innerhalb des Auflagebereichs angeordnet ist. Die Zelle 
kann sich dadurch an dem in dem Auflagebereich befindli- 
chen Porationswerkzeug anlagern. In vorteilhafter Weise 
wird dadurch ein aufwendiges manuelles Positionieren des 
Porationswerkzeuges an der Zelle vermieden. Auch werden 
keine Hilfsvorrichtungen, wie beispielsweise Mikromanipu- 



so daB das Innere der Zelle dann durch die OtTnung hindurch 
verandert werden kann. 

Bei einer vorteilhaften Ausfiihrungsfonn der Vorrichtung 
ist das Porationswerkzeug zum Offnen der Zellmembran der 
50 Zelle mittels wenigstens eines Aktuators, insbesondere ei- 
nes Piezoelements quer zur Oberllache des Auflagebereichs 
relativ zu dem Objekttrager bewegbar. Bei dieser Vorrich- 
tung wird die Offnung also mechanisch in die Zellmembran 
cingebracht. Dabei kann das Porationswerkzeug gegebenen- 
55 falls wechselweise auf die Zellmembran zu und von dieser 
wegbewegt werden. Zu diesetn Zweck kann der Aktuator 
mit einer Ansteuereinrichtung zum Erzeugen einer mechani- 
schen Schwingung, insbesondere einer Ultra- oder Hyper- 
schallschwingung verbunden sein. Das Porationswerkzeug 
60 kann in einer rechtwinklig oder in einer schrag zur Oberlla- 
che des Auflagebereichs verlaufenden Rich lung relativ zu 
dem Objekttrager bewegbar sein. 

Vorteilhaft ist, wenn das Porationswerkzeug mindestens 



^ine, vorzugsweise gegenuber der Oberflachenebene des 
latoren benotigt. Dadurch ist es moglich, mehrere dicht be- 65 Auflagebereichs vorstehende scharie Spitze oder Kante auf- 
nachbart zu cinander in dem Auflagebereich angeordnete weist. Das Poratalionswerkzeug kann dann gegebenenfalls 
Zellen gleichzeitig intrazellular zu manipulieren. Nach dem an der Zellmembran anliegen, so daB diese noch besser me- 
Einbringen der OtTnung in die Zellmembran verbleibt der chanisch geoffnet werden kann. Wenn das Porationswerk- 
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zeug einc Hick l rode zum Elektroporieren der /e 1 1 men ib rune 
ist, ergibt sich beim Anlegen einer Porationsspannung an die 
Elektrode an der scharfen Spitze oder Kante cine be senders 
hohe elektrische Feldslarke, was das Offnen der Zellmem- 
brane erleichert. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn als Porationswerkzeug ein 
Lasers! rahl vorgesehen ist und wenn der Strahlengang des 
Laserstrahls durch den Durchtrittskanal hindurch zu der im 
Auflagebereich befindlichen Miindung gefuhrt ist. Mit die- 
se r Vorrichtung kann ein Teilbereich der Zellrnembran kurz- 
zeitig mit energiereicher optischer Strahlung bestrahlt wer- 
den, wobei sich dieser so stark erwarmt, daB sich die Zell- 
me nib ran otTnet. Gege bene n falls konnen innerhalb oder au- 
Berhalb des Durchtrittskanals Strahlfuhrungsmittel angeord- 
net sein. 

Besonders vorteilhali ist, wenn zu in Erzeugen des Laser- 
strahls eine Laserdiode in den Objekttrager integriert ist. 
Dabei kann die Laserdiode sogar direkt. hinter der Mundung 
des Durchtrittskanals angordnet sein, so daB die Lasers! rah- 
lung unmittelbar und somit weitgehend verluslfrei in die 
Zellrnembran der an dem Auflagebereich angelagerten Zelle 
eingekoppelt werden kann. 

Bei einer vorteilhaften Ausfuhrungsfonn ist vorgesehen, 
daB das Porationswerkzeug zum Offnen der Zellrnembran 
der Zelle im Auflagebereich des Objekttragers eine chemi- 
sche Porations-Substanz aulweist und/oder daB eine chemi- 
sche Porations-Substanz durch den Durchtrittskanal zu des- 
sen Mundung zufuhrbar ist. Die Offnung kann also auch 
chemisch in die Zellrnembran eingebracht werden, wobei 
als Porationsmittel zum Beispiel Perforine oder Triton® ver- 
wendet werden konnen. Gegebenenfalls kann der Durch- 
trittskanal mit. einem die Porations-Substanz enthaltenden 
Depot verbunden oder verbindbar sein, aus dem die Porati- 
ons-Substanz der Zelhnenibran zufuhrbar ist. 

Bei einer anderen Ausfiihrungsfonn weist die Vorrich- 
tung wenigstens eine Pumpe auf, die zum Ofthen der Zell- 
rnembran durch Beaufschlagung mil. Unter- oder Uberdruck 
mit dem Durchtrittskanal verbunden ist und/oder daB in der 
Durchtrittskanal uber ein Vent.il oder dergleichen Absperr- 
e lenient, mit einem Unter- oder Uberdruckspeicher verbind- 
bar ist. Die Offnung kann dann durch Unter- oder Uberdruck 
in die Zellrnembran eingebracht werden, wobei der Unter- 
bzw. Uberdruck nach dem Offnen der Zellrnembran abge- 
schaltet wird. Dadurch wird bei einem Offnen der Zellrnem- 
bran durch Unterdruck ein Absaugen von Zellflussigkeit aus 
dem Inneren der Zelle weitestgehend vermieden. Entspre- 
chend wird beim Offnen der Zellrnembran mittels Uber- 
druck vermieden, daB ein in dem Durchtrittskanal befindli- 
ches Medium, das vorzugsweise ein Fluid ist, in das Innere 
der Zelle gelangen kann. Zum Abschalten des Unter- bzw. 
Uberdrucks kann beispielseise eine beim Offnen der Zell- 
rnembran in dem Durchtrittskanal auftretende Druckveran- 
derung ermittelt werden. In vorteilhafter Weise kann der 
Durchtrittskanal vor dem Anlagern der Zelle auch dazu ge- 
nutzt werden, um Nahnnedium aus dem Auflagebereich ab- 
zusaugen, so daB in dem Niihrmedium eine Stromung ent- 
steht, welche die darin behndlichen Zellen zu der im Be- 
reich des Porationswerkzeugs angeordneten Mundung des 
Durchtrittskanals leitet. 

Eine vorteilhafte Ausfiihrungsfonn sieht vor, daB das Po- 
rationswerkzeug an einem gegenuber der Oberflachenebene 
des Auflagebereichs vorstehenden Vorsprung angeordnet 
ist. Dadurch ergibt sich ein guter elektrischer und/oder me- 
chanischer Kontakt zwischen dem Porationswerkzeug und 
der Zellrnembran. 

ZweckmaBigerweise ist vorgesehen, daB sich der Quer- 
schnitt des Vorsprungs ausgehend von der Oberflachen- 
ebene des Auflagebereichs zu der am weitesten vorstehen- 



den Stelle verjiingl. Die Zelle haftet dann im Bereich des 
Vorsprungs besonders gut an dem A ullage bereich des Ob- 
jekttragers an. AuBerdem kann der Isolator bei der He rst el- 
lung des Objekttragers als Beschichtung fertigungstech- 
5 nisch besser auf dem sich verjungenden Bereich des Vor- 
sprungs aufgetragen werden. 

Bei einer vorteilhaften Weiterbildung der Erhndung ist 
vorgesehen, daB der Objekttrager im Auflagebereich eine 
Profilierung aufweist, die wenigstens eine um das Porations- 
io werkzeug umlaufende Profilierungsvertiefung und/oder ei- 
nen um das Porationswerkzeug unilaufenden Profilierungs- 
vorsprung hat. Dadurch wird eine bessere Abdichtung der 
Zellflussigkeit gegen das Nahnnedium durch die an dem 
Isolator anhaftende Zellrnembran erreicht. 
15 Vorteilhaft ist, wenn die Profilierungsvertiefung und/oder 
der Profilierungs vorsprung in Erstreckungsrichtung durch 
wenigstens eine Unterbrechung unterbrochen ist. Die Zelle 
kann dann im Bereich der Profilierung besser an der Ober- 
llache des Objekttragers anhaften. Der Prohlierungsvor- 
20 sprung bzw. die Profilierungsvertiefung konnen beispiels- 
weise eine Wabenstruktur oder eine St.rukt.ur nach Art eines 
Karo- oder Schachbrettmusters aufweisen. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn die Profilierungsvertie- 
fung und/oder der Profilierungs vorsprung ringfonnig ausge- 
25 bildet ist. und wenn vorzugsweise niehrere solcher ringfor- 
miger Prolilierungsvertiefungen und/oder Profilierungsvor- 
spriange im wesentlichen konzentrisch zum Porationswerk- 
zeug angeordnet sind. Somit sind radial zum Porationswerk- 
zeug mehrere Profilierungsvertiefungen und/oder -vor- 
30 spriinge hintereinander geschaltet bzw, ineinander ver- 
schachtelt, so daB die ZeLltlussigkeit noch besser gegen das 
Nahnnedium abgedichtet ist. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsfonn der Erfindung sieht 
vor, daB der elektrische Isolator eine an der Oberflache der 
35 Profilierung angeordnete Isolationsschicht ist. In vorteilhaf- 
ter Weise wird durch die so profilierte Isolationsschicht. der 
Weg fur einen an der Oberflache des Isolators von der Zell- 
flussigkeit zu dem Nahnnedium flieBenden Kriechstrom 
vergroBert, so daB die im Inneren der Zelle befindliche Zell- 
40 llussigkeit nach dem Offnen der Zellrnembran noch besser 
gegen das Nahnnedium isoliert. ist. 

Eine andere Ausfiihrungsfonn sieht vor, daB der (die) 
Profilierungsvorsprung (-vorspriinge) auf die Oberflache 
des elektrischen Isolators aufgebracht ist (sind). Der Objekt- 
45 trager ist dann fertigungstechnisch einfacher herstellbar. 

Besonders vorteilhaft ist, wenn daB im Auflagebereich 
des Objekttragers an dessen Oberflache eine wenigstens ein 
Zelladhasionsprotein aufweisende Beschichtung und/oder 
eine hydrophile Beschichtung und/oder unmittelbar benach- 
50 bart zu dem Porationswerkzeug eine hydrophobe Beschich- 
tung angeordnet ist. Die Zellrnembran der Zelle haftet dann 
besser an dem Objekttrager an. Die Zelladhasions-Be- 
schichtung kann beispielsweise Laminin, Fibronectin oder 
Poly-L-Lysin aufweisen. Gegebenenfalls kann an dem an 
55 die Elektrode angrenzenden Rand des Auflagebereichs auch 
eine hydrophobe Beschichtung mit Bindungsstellen fur in 
der Zellrnembran befindliche hydrophobe Lipide angeord- 
net sein. 

Vorteilhaft ist, wenn als mechanische Fuhrung fur die 
60 Zellen beidseits des Porationswerkzeugs Begrenzungs- 
wande angeordnet sind, die vorzugsweise einen nutenarti- 
gen Fuhrungskanal begrenzen. Dabei ist das Porationswerk- 
zeug vorzugsweise mittig zwischen den Begrenzungswan- 
den am Nutgrund des Fuhrungskanal angeordnet, so daB in 
65 dem Fuhrungskanal befindliche Zellen sich im wesentlichen 
nur in Erstreckungsrichtung des Fuhrungskanals bewegen 
konnen und dann zwangslaufig mit dem Porationswerkzeug 
in Beriihrung geraten. 
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Vorleilhaft ist, wcnn /.urn Erzeugen cincs die '/die zu dem 
Porationswerkzeug leitenden elektrischen Feldes iiu Aufla- 
gebereieh und/oder benachbart da/u vvenigsiens eine Zu- 
satzelektrode angeordnet isi. Dadurch kann an der Oberfla- 
che des Objekttragers ein elekirisches Feld erzeugt werden, 
das auf biologische Zellen, deren Dielektrizitiitskonstante 
sich von derjenigen des Nahrniediums. in dent sie angeord- 
net sind, unierscheidel, eine Kraft ausubf. welche die Zellen 
zu detn Porationswerkzeug leiiei. 

Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist 
der Objekltriiger als etwa plattenformiges Triigerteil ausge- 
bildet. das an einer Flachseite den Auflagebereich aufweist, 
daB der Durchtrittskanal den Objekttrager ausgehend von 
detn Auflagebereich zu der die sent abgewandten Ruckseite 
des Objekttragers durchsetzt, und daB der Objekttrager ini 
Bereich des Durchtrittskanals eine Wandungsschwiiehung 
aufweist, die in Erstreckungsrichlung des Durchtrittskanals 
eine kleinere Abniessung aufweist als ein zu der Wandungs- 
schwiiehung benachbarler Wandungsbereich. Der Durch- 
triitskanal ist also im Bereich einer Wandungsschwiiehung 
durch den Objekttrager hindurchgefuhrt und durchsetzt die- 
sen vorzugsweise rechlwinklig zu der durch den Auflagebe- 
reich aufgespannten Ebene. Dadurch wird eine besonders 
kurze Durchtrittskanalliinge erreicht. Der Durchtrittskanal 
kann beispielsweise mil einer an der Ruckseite des Objekt- 
tragers angeordneten Pumpe oder einer Absaugeinrichtung 
verbunden sein. Der an die Wandungsschwiiehung angren- 
zende und diese vorzugsweise unigrenzende Wandungsbe- 
reich des Objekttragers weist eine grolSere Wandicke auf als 
die Wandungsschwiiehung, was die rnechanische Stabilitai 
des Objekttragers verbesserL 

Vorteilhaft ist, wenn die Wandungsschwiiehung an einer 
an der detn Auflagebereich abgewandten Ruckseite des Ob- 
jekttragers befindlichen, vorzugsweise trichterforniigen 
Einforniung angeordnet isi. Der Auflagebereich kann dann 
in einer sich bis Liber die Wandungsschwiiehung hinweg er- 
streckenden Ebene angeordnet sein, so daB sich die Zellen 
besser daran anlagern konnen. 

Eine besonders vorteilhafte Weiterbildung der Erfindung 
sieht vor, daB in dent Auflagebereich niehrere, jeweils we- 
nigstens einen Durchtrittskanal aufweisende Porationswerk- 
zeuge vorzugsweise als Arrays angeordnet sind. Mil einer 
solchen Vorrichtung kann eine Vielzahl dichl zueinander be- 
nachbarter Zellen entweder gleichzeitig oder zeitlich nach- 
einander intrazellular iuanipuliert werden, wodurch statisti- 
sche Schwankungen eleminiert werden konnen. Gegebenen- 
falls kann in den Objekttrager auch ein Multiplexer inte- 
griert sein, ntit deni eine Vielzahl von Elektroporations- 
Elektroden wechselweise nacheinander angesteuert werden 
konnen, wodurch sich Anzahl der Zuleitungen zu dem als 
Objekttrager entsprechend reduziert. 

Nachfolgend sind Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung 
anhand der Zeichnung niiher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung zur Ma- 
nipulation des Zellinneren einer Zelle, mit einem ein Porati- 
onswerkzeug aufweisenden Objekttrager, auf deni eine in 
einem Nahrmedium belindliche biologische Zelle adharent 
angelagert ist. 

Fig. 2 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung iihnlich 
Fig. 1, wobei jedoch der Auflagebereich des Objekttragers 
unprofiliert ist. 

Fig. 3 eine Aufsicht auf das in Fig. 2 gezeigte Porations- 
werkzeug, 

Fig. 4 eine Darstellung ahnlich Fig. 2, wobei jedoch das 
als Elektrode ausgebildete Porationswerkzeug eine im we- 
seni lichen zylindrische Fonn aufweist. 

Fig. 5 eine Aufsicht auf die Elektrode genu Fig. 4, 
Fig. 6 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung, bei der 
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das Porationswerkzeug Illinois eines Piezo-Elements be- 
wegbar ist. 

Fig. 7 einen Langsschnitt durch eine Vorrichtung, bei der 
ein Lasers! rah I in den Durchtrittskanal eingekoppelt wird, 
5 Fig. 8 einen Langsschnitt durch einen Objekttrager. der 
eine zwischen zwei Begrenzungswanden innerhalb einer 
Oberflachenstrukturierung angeordnet es Porationswerkzeug 
aufweist. 

Fig. 9 eine Aufsicht auf einen Objekttrager, der ein Array 

10 mit einer Vielzahl von Porationswerkzeugen und Durch- 
trittskanalen aufweist. 

Fig. 10 eine Aufsicht auf einen Objekttrager, dessen Auf- 
lagebereich eine Karo-Slrukturierung aufweist und 

Fig. 11 eine Aufsicht auf einen Objekttrager, dessen Aut- 

L5 1 age bereich wabenfbfmig strukturiert ist. 

Eine im ganzen mil I bezeichnete Vorrichtung zur Mani- 
pulation des Zellinneren einer in einem Niihrmediuiu 2 be- 
findlichen biologischen Zelle 3 (Fig. 1) weist einen Objekl- 
triiger 4 auf, der einen Auflagebereich 5 hat, an den die Zelle 

20 3 adharent anlagerbar ist. 

Die Zelle 3 ist also auf dem Objekttrager 4 imntobilisiert 
und haftet an dem Auflagebereich 5 an. Zuni Einbringen ei- 
ner Offnung in die an dem Auflagebereich 5 anhaftende 
Zelle 3 ist innerhalb des Auflagebereichs 5 ein Porations- 

25 werkzeug 6 angeordnet. Der Objekttrager 4 weist einen 
Durchtrittskanal 7 zur Manipulation des Zellinneren auf, der 
im Bereich des Porationswerkzeugs 6 in den Auflagebereich 
5 mCindet. In Gebrauchsstellung ist der die Mundung uni- 
grenzende Rand des Objekttragers 4 mit Abstand vom Auf- 

30 lagerand der Zelle 3 angeordnet ist. Der an dem Objekttra- 
ger 4 anhaftende Membranbereich der Zelle 3 umgrenzt also 
die Mundung des Durchtrittskanals 7, wodurch die im Tnne- 
ren der Zelle 3 belindliche Zellflussigkeit nach dem Einbrin- 
gen der Offnung in die Zellniembran gegen das Nahrme- 

35 diurn 2 abgedichtet wird. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 1 bis 3 ist das 
Porationswerkzeug 6 eine Elektroporations-Elektrode, die 
einen gegenuberder Oberfliichenebene des Auflagebereichs 
5 vorstehenden aktiven E lekt rode n bereich 8 hat. Die Elek- 

40 trode ist als Hohl-E lekt rode ausgebildet, die von dem 
Durchtrittskanal 7 durchsetzt ist. Ein Abschnitt des Durch- 
trittskanals 7 erstreckl sich von dem dem aktiven Elektro- 
den bereich 8 abgewandten Ende der Elektrode zu dem akti- 
ven Elektrodenbereich 8. Wie aus Fig. 3 und 5 besonders gut 

45 erkennbar ist, umgrenzt der aktive Elektrodenbereich 8 die 
Mundung des Durchtrittskanals 7 ringfomtig. In dem Aufla- 
gebereich 5 ist ferner ein den aktiven Elektrodenbereich 8 
umgrenzender eleklrischer Isolator 9 angeordnet, an dem die 
Zelle 3 gegen das Nahrmedium 2 abdichtend anlagerbar ist. 

50 Die Elektrode mi it els einer in den Objekttrager integrier- 
ten Leiterbahn an ein elektrisches oder elektronisches 
Schaltelement angeschlossen, mit dem sie mit einer Elektro- 
porations-Spannungsquelle verbindbar ist. Zuni Offnen der 
Zellniembran wird zwischen dem Porationswerkzeug 6 und 

55 dem Nahrmedium 2 eine elektrische Spannung angelegt, 
woraufhin Liber das Porationswerkzeug 6 ein eleklrischer 
Strom in die Zellmenibran flieBt, der die Zellniembran im 
Bereich des Porationswerkzeugs 6 off net. Die in die Zelle 3 
mittels des Porationswerkzeugs 6 eingebrachte Offnung ist 

60 durch den sie umschlieBenden, an dem Isolator 9 des Ob- 
jekttragers 4 anhaftenden Zellinenibranbereich gegen das 
Nahrmedium 2 abgedichtet. Dadurch wird ein Potentialaus- 
gleich zwischen dem Potential der im Inneren der Zelle 3 
befindlichen Zellflussigkeit und dem des Nahnnediunis 2 

65 verhindert. 

Nach dem Offnen der Zellniembran wird das Innere der 
Zelle 3 durch den Durchtrittskanal 7 hindurch manipuliert. 
Dabei kann beispielsweise durch den Durchtrittskanal 7 eine 
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Substanz aus dcni Zcllinncren entnommen und/oder in das 
Zellinnere cingc brae lit wcrden. Die Subslan/ kann bei- 
spielsweise cin Zellbestandteil, ein Gen, ein Protein, ein to- 
xi scher St off, den die Zelle detektieren soil, und/oder ein 
Medikament, dessen Wirkung auf die Zelle untersucht oder 
mit dein die Zelle behandelr werden soil, aufweisen. Es kon- 
nen aberauch in der Zelle vorhandene Substanzen oderZell- 
bestandteile veriinderr werden, indern sie beispielsweise 
durch den Durchtrittskanal 7 hindurch mil energiereicher 
Strahlung bestrah.lt werden. Durch den Durchtrittskanal 7 
hindurch kann auch ein Mikronianipulator oder dergleichen 
Werkzeug in das Innere der Zelle eingefuhrt werden, um 
dort niechanisch das Zellinnere zu manipulieren. Dadurch 
kann an einer bestimmten Srelle irn Zellinneren gezielt eine 
Veranderung vorgenominen werden. 

Bei den Ausfiihrungsbeispielen nach Fig. 1 bis 3 weist 
das als Elektrode ausgebildete Porations werkzeug 6 etwa 
die Form eines Kegelstumpfs auf, wobei der im wesentli- 
chen zylindrische Durchtrittskanal 7 die Eleklrode entlang 
der Mittelachse des Kegels durchsetzt. Die Syminetrieachse 
der ELektrode ist jeweils etwa reehtwinklig zur Oberrlachen- 
ebene des Objekttragers 4 im Auflagebereich 5 angeordnet. 
Das Porationswerkzeug 6 kann ganz oder teilweise in die 
Oberflache des Objekttragers 4 eingelassen sein. 

Der aktive Elektrode nbereich 8 der Elektrode umgrenzt 
jeweils die Miindung des Durchtrittskanals 7 und weist eine 
gegeniiber der Oberflachenebene des Auflagebereichs 5 vor- 
stehende, seharfe Ring-Kante 10 auf, deren Querschnitt sich 
ausgehend von der Oberflachenebene des Objekttragers zu 
der am weitesten vorstehenden Stelle der Elektrode ver- JO 
jungt, Dadurch enl.st.eht beim Anlegen einer Elektroporati- 
ons-Spannung an das Porationswerkzeug 6 in dem aktiven 
Elektrode nbereich 8 eine besonders hohe elektrische Feld- 
starke, die das Offnen der Zellniembran erleichtert. 

Der die Hohl-Elektrode durchsetzende Teilbereich des 35 
Durchtrittskanals 7 kann mit Nahrmedium 2 gefullt sein. 
Dadurch konnen die elektrischen Ladungstrager von der den 
Durchtrittskanal 7 umgrenzenden Innenwand der Elektrode 
zu der an der Miindung des Durchtrittskanals 7 belindlichen 
Zellniembran gelangen, wodurch sich insgesamt eine gro- 40 
Bere wirksame Elektrodenflache ergibt und der elektrische 
Kontaktwiderstand zwischen der Elektrode und derZellfliis- 
sigkeit entsprechend vermindert ist. Die Elektrodenoberfla- 
che kann eine Oberfiachenrauhigkeit aufweisen, welche die 
Oberflache der Eleklrode vergroBert. Die Elektrode kann 45 
beispielsweise aus porosem Silizium bestehen oder eine Be- 
schichtung aus diesern oder einern anderen porosen Material 
aufweisen. 

Wie in Fig. 1, 4, 6 und 7 besonders gut erkennbar ist, 
weist der elektrische Isolator 9 innerhalb des Auflagebe- 50 
reichs 5 einen gegeniiber dessen Oberflachenebene vorste- 
henden Vorsprung 11 auf, an dessen der Oberflachenebene 
abgewandten freiem Ende der aktive Elektrode nbereich 8 
der Elektroporations-Elektrode angeordnet ist. Der aktive 
Elektrode nbereich 8 ist dadurch elektrisch gut leitend an die 55 
an dem Auflagebereich anhatiende Zelle 3 angekoppelt. Der 
Querschnitt des Vorsprungs 11 verjungt sich ausgehend von 
der Oberflachenebene des Auflagebereichs 5 zu der am wei- 
testen vorstehenden Stelle hin. Dadurch sind der Vorsprung 
11 und die Elektrode fertigungstechnisch besser herstellbar. 60 
AuBerdem ermoglicht der sich verjiingende Vorsprung 11 
eine gute mechanische Festigkeit. Der Vorsprung 11 kann 
aber auch einen in seiner Erstreckungsrichtung konstanten 
Querschnitt aufweisen. Der Vorsprung 11 kann beispiels- 
weise mittels LIGA-Technik hergestellt werden. 65 

Der Objekttrager 4 weist ein im wesentlichen plattenfor- 
miges Substrat 12 aufweist, das beispielsweise aus einem 
Halbleitennaterial (z. B. Silizium oder Gallium-Arsenid), 
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Siliziunicarbid, Glas oder Kunslsioff bestehen kann. Auf 
dieses Substrat kann der Isolator 9 als Beschichlung, bei- 
spielsweise durch S put tern aufgebracht sein. Gegebenen- 
falls kann das Substrat 12 auch eine flexible Folie sein. 
5 Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig. 6 ist zwischen 
dem Porationswerkzeug 6 und dem Substrat 12 des Objekt- 
tragers 4 ein Pie zoe lenient. 13 angeordnet, das an seine m 
freien. relat.iv zu dem Objekttrager 4 beweglichen Ende das 
Porationswerkzeug 6 triigt. Dieses hat an seineni dem Piezo- 
10 element 13 abgewandten Ende eine seharfe Ring-Kante 10, 
die Gebrauchsstellung an der Zelle 3 angreift. Mit seinem 
dem Porationswerkzeug 6 abgewandten Ende ist das Piezo- 
element 13 an dem Substrat 21 des Objekttragers 4 lixiert 
ist. In dem Auflagebereich 5 ist der das Porationswerkzeug 6 
15 umgrenzende elektrische Isolator 9 angeordnet, der iiber die 
Kegelmantelflache des Porationswerkzeugs 6 bis dicht an 
deren seharfe Kante 32 herangefuhrt ist. Mittels des Piezo- 
elements 13 kann die Kante 10 des Porationswerkzeugs 6 
etwa in Richtung der Oberll ache nnorm ale der durch den 
20 Auflagebereich 5 aufgespannten Ebene relativ zu dent Ob- 
jekttrager 4 auf eine an dem Auflagebereich 5 ange lager te 
Zelle 3 zu und von dieser wegbewegt werden. Das Piezoele- 
ments 13 ist dazu mittels elektrischer AnschluBleitungen 14 
mit einer Stromversorgung verbindbar. Die Isolator 9 be- 
25 stent aus einem elastisehen Material, das bei einer Ansteue- 
rung des Piezoelements iiber die AnschluBleitungen 14 eine 
Relativbewegung zwischen dem Porationswerkzeug 6 und 
dem Substrat 12 des Objekttragers 4 ermoglicht. 

Mit dem Piezoelement 13 konnen einzelne mechanische 
Impulse, eine Impulsfolge oder eine mechanische Sehwin- 
gung auf einen Teilbereich der Zellmembrane ubertragen 
werden. Dabei wird ein etwa kreisscheihenformiger Bereich 
der Zellniembran aus dem Membranverbund der Zelle 3 
herausgeschnitten. Durch die dadurch in der Ze lime m bran 
entstehende Offnungs kann das Innere der Zelle 3 anschlie- 
Bend manipuliert werden kann. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig, 7 ist das Porati- 
onswerkzeug 6 ein Laserstrahl, der durch den Durchtrittska- 
nal 7 in den Auflagebereich 5 einkoppelbar ist. Der Laser- 
strahl kann mit einem externen Laser 15 oder mittels einer in 
den Objekttrager 4 integrierten Laserdiode erzeugt werden. 
Wie aus Fig. 7 schematise!! erkennbar ist, wird der Laser- 
strahl an einer von der Miindung des Durchtrittskanals 7 be- 
abstandeten Stelle mittels geeigneter Strahlfonnungs- und/ 
oder -fuhrungsmittel in Erstreckungsrichtung des Durch- 
trittskanals 7 in diesen eingekoppelt und tritt an der Miin- 
dung des Durchtrittskanals 7 etwa in Richtung der Oberfla- 
chennormalen der durch den Auflagebereich 5 aufgespann- 
ten Ebene aus dem Auflagebereich 5 aus. Mit dem Laser- 
strahl kann ein Teilbereich der Zellniembran der an dem 
Auflagebereich 5 angelagerten biologischen Zelle 3 be- 
strahlt werden. Die Wellenlange der Laserstrahlung ist so 
gewahlt, daB die Zellniembran die Laserstrahlung absor- 
biert. Beim Bestrahlen der Zellmenibran mit dem Laser- 
strahl wird diese so stark erwarmt, daB sich die Zellniem- 
bran an der bestrahlten Stelle ofrnet. Nach dem Einbringen 
der Offnung wird die Laserstrahlung abgeschaltet, so daB 
dann durch die Offnung hindurch das Zellinnere manipuliert 
werden kann. Der die Miindung des Durchtrittskanal 7 in 
dem Auflagebereich 5 umgrenzende Isolator 9 dichtet das 
Innere der an dem Auflagebereich 5 anhaftenden. geoffneten 
Zelle gegen das Nahrmedium 2 ab. 

Bei dem Ausfuhrungsbeispiel nach Fig. 8 ist um das freie 
Ende des gegeniiber der Oberflachenebene des Auflagebe- 
reichs 5 vorstehenden, die seharfe Kante 10 aufweisenden 
Porationswerkzeugs 6 herum in einem etwa ringfonnigen 
Bereich eine chemische Substanz immobilisiert, die bei Be- 
riihrung mit einer an dem Aull age bereich 5 angelagerten 
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Zelle 3 cine OlTnung in dercn Zellnienihran cinbringt. Diese 
Ausfufirungsform wcist cincn besonders einfachen Aulbau 
auf. 

Bei deni Ausfiihrungsbeispiel gemaB Fig. 4 und 5 isi dcr 
Durchtrinskanal 7 mil einern Fluid gefiillt. Der Durchirius- 5 
kanal 7 isi mil einer Pumpe verbunden, mil deni das in dem 
Durchtrinskanal 7 enihaliende Fluid gegen eine die Mun- 
dung des Durchirillskanals 7 abdichlcndc Zcllmcmbrane ei- 
ner don angelagcnen Zelle 3 mil einem sieuerbaren Unter- 
druck beau r'sch lag bar ist. Der die Miindung des Durchirius- io 
kanals 7 umgrenzende Rand weist eine ringformige scharfe 
Messer-Kante 10 auf, die gegenuber der Oberllachenebene 
des Aullagcbercichs 5 vorsteht. Nach deiu Anlagern der 
Zelle 3 an deni Porationswerkzeug 6 wird ein Teilbereich 
der Zellrnenibran der Zelle 3 durch Absaugen von Nahrnie- 15 
dium 2 aus dem Durchtrinskanal 7 kurzzeitig so stark mil 
Untcrdruck beaufschlagt, daB der von der scharfen Kante 10 
des Porationswerkzeugs 6 uingrenzte Membranbereich der 
Zelhnembran aus dem Membranverbund herausgelost wird. 
Dadurch wird eine OlTnung in die Ze I hue nib ran einge- 20 
bracht. durch welche das Innere der Zelle 3 nianipuliert wer- 
den kann. Nach dem Einbringen der Otthung wird der Un- 
terdruck in dem Durchtrinskanal 7 abgeschaltet. 

Nach dem Einbringen der OlTnung in die Zellrnenibran 
der Zelle 3 kann die mil dem Durchtrinskanal 7 verbundene 25 
Pumpe kurzzeitig in ihrer Forderrichtung umgekehrt wer- 
den, urn eine in deni Durchtrinskanal 7 berindlichc Sub- 
stanz. beispielsweise ein Medikament. und/oder einen Fluo- 
renzfarbst off durch die OlTnung der Zellmembran direkt in 
das Zellinnere zu injizieren. Wenn an dem Porationswerk- JO 
zeug 6 keine Zelle 3 angelagert ist, kann der Durchtrinska- 
nal 7 auBerdem dazu benutzt werden, um in das Niihrrue- 
dium 2 eine entsprechende Substanz einzuleiten. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen gemaB Fig. 8 und 9 weist. 
der Objekttrager 4 im Aullagebereich 5 jeweils mehrere, um 35 
das Porationswerkzeug 6 unilaufende Profilierungsverlie- 
fungen 16 auf. 

Wie aus Fig. 1 besonders gut erkennbar ist, wird dadurch 
die Abdicluung der Zelliuenibran der Zelle 3 gegen den 
Auflagehereich 5 des Objekttragers 4 verbessert. 40 

Die Pro fi lie rungs vert iefungen 16 sind geschlossene Ring- 
nuten, die konzentrisch zu dem Porationswerkzeug 6 ange- 
ordnet sind. Die Ringnuten weisen jeweils einen etwa rechl- 
eckformigen Querschnitt auf. Zueinander benachbarte Ring- 
nuten sind jeweils in etwa gleichen Abstande n zueinander 45 
angeordnet (Fig. 9). Die Abstande zueinander benachbarter 
Profilierungsvertiefungen 16 und die Tiefe dieser Prohlie- 
rungsvertiefungen 16 sind an den Typ der an dem Auflage- 
hereich 5 anzulagernden Zellen 3 angepaBt, Die Kanten der 
Profilierungsvertiefungen 16 konnen gerundet sein, um das 50 
adharente Anlagern einer Zelle 3 zu erlcichtern. 

Die Prohlierungsvertierungen 16 konnen in ihrem Verlauf 
Unterbrechungen aufweisen, wie dies am Beispiel einer 
Karo-Strukturierung in Fig. 10 und einer Wabenstruktur in 
Fig. 1 1 gezeigt ist. Die Oberflachenprofilierungen, die Ober- 55 
ftachenrauhigkeit und das Oberflachcnmatcrial konnen je- 
weils an einen bestimmten Zelltyp angepaBt sein. Dadurch 
kann die Zelladhasion verbessert oder gesteuert werden. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. 1 und 8 ist die 
Oberfiachen-ProfUierung 16 als Beschichtung mil Met ho- 60 
den der Halbleitertechnik auf den elektrischen Isolator 9 
aufgebracht. Der Objekttrager 4 ist dadurch als Halbleiter- 
chip auf einfache Weise herstellbar. Die Oberflachen-Profi- 
lierung kann aber auch mil andercn Verfahren, beispiels- 
weise in Dickschichttechnik auf den Isolator 9 aufgebracht 65 
werden. 

Bei dem Ausfiihrungsbeispiel gemaB Fig. 8 sind beidseits 
des Porationswerkzeugs 6 Begrenzungswande 17 angeord- 



12 

net, die zusammen mil deni Isolator 9 einen im Querschnitt 
etwa U-formigen Fuhrungskanal 18 bilden. Dabei sind die 
Prohl ierungen 16 und das Porationswerkzeug 6 am Boden 
des Fiihrungskanals 18 zwischen den Begrenzungswanden 

17 angeordnet. Die Begrenzungswande 17 bilden ein Hin- 
dernis fur in dem Fuhrungskanal 18 behndliche Zellen 3, 
das diese nicht oder nicht ohne wei teres uberwinden kon- 
nen. Die Zellen 3 konnen sich dadurch im wesentlichen nur 
in Erslreckungsrichtung des Fiihrungskanals 18 bewegen, 
wobei sie zwangslau hg mil dem Porationswerkzeug 6 in Be- 
rlin rung geraten, 

Der liehte Absiand dcr beidseits des Porationswerkzeugs 
6 angeordneten Begrenzungswande 17 ist an die Abnicssun- 
gen der Zellen 3 angepaBt und ist vorzugsweise etwas gro- 
Ber gewahlt als der Zelldurchmesser der Zellen 3. Gegebe- 
nenfalls konnen mehrere Porationswerkzeuge 6 in Erstrek- 
kungsrichtung des Fiihrungskanals 18 hintereinander ange- 
ordnet sein. Dadurch konnen mehrere Zellen 3 gleiehzeitig 
geoffnet und inirazellular nianipuliert. werden. Der Quer- 
schnitt des Fiihrungskanals 18 kann sich in Erslreckungs- 
richtung verjungen oder erweilern, d. h. der Fuhrungskanal 

18 kann an unterschiedlichen Stellen eine unterschiedliche 
Breite und/oder unterschiedliche Querschnittsabmessungen 
aufweisen. Ausgehend von der tiefsten zu der am weitesten 
vorstehenden Stelle des Fiihrungskanals 18 kann sich der 
Querschnitt des Fiihrungskanals 18 beispielsweise verjun- 
gen. 

Bei dem Ausfiihrungsbeispiel gemaB Fig. 9 sind im Auf- 
lagehereich 5 des Objekttragers 4 mehrere Porationswerk- 
zeuge 6 in Form eines Arrays angeordnet. Die einzelnen Po- 
rationswerkzeuge 6 sind jeweils an Rasterpunkten eines kar- 
thesischen Koordinaiensysiems angeordnet. Die Porations- 
werkzeuge 6 konnen aber auch in anderer Weise in dem 
Aullagebereich 5 verteilt sein, beispielsweise in zueinander 
versetzten Reihen oder Spalten oder frei verteilt. 

Auf und zwischen den Porationswerkzeuge n 6 konnen 
zur Optimierung des Wachstunis der Zellen 3 Leiisi.rukt.uren 
angeordnet sein, die ein geziell.es Anlagern der Zellen 3 
auch und/oder zwischen den Porationswerkzeugen 6 ermog- 
lichen. Die Leitstrukturen konnen beispielsweise eine Ober- 
flachenstruktunerung, eine Beschichtung oder cine entspre- 
chende Topographiegest.all.ung umfassen. Fiir unterschiedli- 
che Zelltypen konnen verschiedene Abstande zwischen zu- 
einander benachbarten Porationswerkzeuge 6 vorgesehen 
sein. 

Bei den in der Zeichnung gczeigten Ausfuhrungsbeispie- 
len ist der Durchtrinskanal 7 jeweils mil einer Pumpe vcr- 
bunden, mittels der Nahnnedium 2 aus dem Aullagebereich 
5 des Objekttragers 4 abgesaugt und an anderer Stelle wie- 
der deni Aullagebereich 5 zugefiihri werden kann. Dadurch 
wird das Anlagern einer Zelle 3 an das Porationswerkzeug 6 
erleichtert. Gegebenenfalls kann nach deni Anlagern einer 
mittels des Durchtrinskanal 7 an das Porationswerkzeug 6 
angesaugten Zelle noch fur eine bestimnite Zeitdauer ein 
schwacher Untcrdruck auf die Zelle 3 ausgeubt werden, bis 
diese selbstandig an deni Aullagebereich 5 anhafiet. 

Bei den Ausfuhrungsbeispielen nach Fig. \ bis 8 isi der 
Objekttrager 4 jeweils etwa plattenfonuig ausgebildet. Der 
Durchtrinskanal 7 durchsetzt den Objekttrager 4 ausgehend 
von dem Aullagebereich 5 zu der diesem abgewandten 
Ruckseite des Objekttragers. Bei dem Ausfiihrungsbeispiel 
nach Fig. 1 weist der Objekttrager 4 im Bereich des Durch- 
trittskanals 7 eine Wandungsschwachung 20 auf, die eine 
geringerc Wanddicke hat als ein seitlich dazu benachbarter 
Wandungsbereich. Dies wird durch eine an der Ruckseite 
des die Wandungsschwachung 20 aufweisenden Objekttra- 
gersbereichs angeordnete trichlerfomiige Einfonnung 19 er- 
reicht. Der Querschnitt der Einfonnung 19 verengl sich aus- 



BN80OCI0: <C^1«641337C1JL> 



DE 198 41 337 C L 



13 

gchcnd von der rtickseitigen Oberflachenebene dcs Objekt- 
triigers 4 zu der tie list en Slelle dcr Ein torn tung 19 hin. Da- 
durch ergibt sich cine guie mechanise he Stabilitat. An der 
Ruckseite des Objekttragers 4 weist der Durchtrittskanal 7 
eine AuschluBstelle 21 zuni Verbinden niit einer Pumpe, ei- 5 
nem Unter- oder Uberdruckreservoir, einem Laser oder der- 
gieichen Einrichlung auf. Erwahnt werden soil noch, daB 
auch bei den Ausfiihrungsbeispielen naeh Fig. 2 bis tl der 
Objekttrager ini Bereich des Durchtrittskanals 7 eine redu- 
zierte Wands tarke aufweisen kann. 10 

Zusainnienfassend betrifft die vorliegende Erfindung ein 
Vert ah re n zur intrazellularen Manipulation einer biologi- 
schen Zelle 3, die in eine in Nahrmedium 2 adharent an ei- 
nem Aufl age bereich 5 ange lager t wird. Innerhalb des Aufla- 
gebereichs 5 der Zelle 3 wird niit Abstand von deren Aufla- 15 
gerand eine Offnung in die Ze 11 mem bran der Zelle 3 einge- 
bracht. Dabei dichlel der die Offnung umgrenzende, an deni 
Auflage bereich 5 anhaftende Rand der Zellmembran die im 
Inneren der Zelle 3 befindliche Zellfliissigkeit gegen das 
Nahrmedium 2 ab und isoliert die Zellfliissigkeit gegen das 20 
Nahrmedium 2. Durch die Offnung hindurch wird das In- 
nere der Zelle 3 manipuliert. 

Patentanspruche 

25 

1. Verfahren zur intrazellularen Manipulation wenig- 
stens einer in einem Nahrmedium befindlichen, adha- 
rent an einem Aullagebereich angelagerten biologi- 
schen Zelle (3), wobei in die Zellmembran der Zelle (3) 
eine Offnung eingebracht und das Zellinnere durch 30 
diese Offnung hindurch manipuliert wird, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Offnung innerhalb des Aufl age- 
be re ichs (5) der Zelle (3) und niit Abstand von deren 
Auflagerand in die Zellmembrane eingebracht wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 35 
net, daB die Offnung mine Is Elektroporation in die 
Zellmembran eingebracht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zum Einbringen der Offnung in die Zell- 
nieinbran auf einen Teilbereich der Zellmembran we- 40 
nigstens ein mechanischer Impuls ausgeiibt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Offnung mi tie Is Schall- 
wellen, insbesondere Ultra- und/oder Hy perse hall wel- 
len in die Zellmembran eingebracht wird. 45 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeich net, daB die Schallwellen auf den zu 
offnenden Bereich der Zellmembran fokussiert wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeich net, daB me lire re Schallwellen der- 50 
art. iiber lagert werden, daB sich ihre Schwingungen in 
dem zu offnenden Bereich der Zellmembran zu einer 
Sen wingung niit erhohter Amplitude iiberlagern. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6. da- 
durch gekennzeichnet, daB zum Einbringen der Off- 55 
nung in die Zellmembran ein Teilbereich der Zellmem- 
bran der Zelle (3) mit energiereicher St rah lung, insbe- 
sondere mil Lasers trah lung bestrahlt wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Offnung durch Einwir- 60 
kung einer chemischen Porations-Substanz in die Zell- 
membran der Zelle (3) eingebracht wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB eine elektrisch und/oder 
ehemisch und/oder durch S trah lung aktivierbare Po ra- 65 
tions-Substanz verwendet wird, die zum Einbringen 
der Offnung in die Zellmembran durch Einwirkung 
von Strahlung, einer Chemikalie und/oder eines elek- 
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t rise hen Feldes aktiviert wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB ein zu offnender Teilbereich 
der Zellmembran durch Beaufschlagung mil einem Un- 
terdruck und/oder einem Uberdruck aus dem Mem- 
bran verb and he rau sge lost wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Zelle (3) durch eine 
Saugkraft an dem Aullagebereich fixiert wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet, daB durch die Offnung hindurch 
wenigstens eine Substanz und/oder ein Zellbestandteil 
aus dem Zellinneren entnommen und/oder in das Zel- 
linnere eingebracht wird. 

13. Vorrichtung zur Manipulation des Zellinneren we- 
nigstens einer in einem Nahrmedium befindlichen, eine 
Zellmembran aufweisenden biologischen Zelle (3), niit 
einem Objekttrager, der wenigstens einen Auflagebe- 
reich (5) hat, an dent die Zelle (3) adharent anlagerbar 
ist, mit einem Porationswerkzeug (6) zum Of then der 
Zellmembran, und mil wenigstens einem im Bereich 
des Porationswerkzeugs (6) befindlichen Durchtrittska- 
nal (7) zur Manipulation des Zellinneren, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) innerhalb 
des Aufiagebereichs (5) angeordnet ist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) innerhalb des 
Auflagebereichs (5) von wenigstens einem elektrischen 
Isolator (9) umgrenzt ist. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug (6) die im 
Aurlagebereich (5) des Objekttragers (4) befindliche 
Miindung des Durchtrittskanals (7) im wesentlichen 
konzent risen umgrenzt. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) eine Elektroporat ion s-Elekt rode ist, der cine mit 
dem Nahrmedium (2) in Kontakt bring bare Referenze- 
lektrode zugeordnet ist, und daB die Elektroporations- 
Elektrode und die Referenzelektrode zum Elektropo- 
rieren der Zellmembran der Zelle (3) mit einer elektri- 
schen Spannungsquelle verbindbar sind. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) zum Of then der Zellmembran der Zelle (3) mine Is 
wenigstens eines Aktuators, insbesondere eines Piezo- 
elements (13) quer zur Oberrlache des Auflagebereichs 

(5) relativ zu dem Objekttrager bewegbar ist. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Aktuator mit einer 
Ansteuereinrichtung zum Erzeugen einer mechani- 
schen Schwingung, insbesondere einer Ultra- oder Hy- 
perschallschwingung verbunden ist. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 

(6) mindestens eine, vorzugsweise gegen iiber der 
Oberflachenebene des Auflagebereichs (5) vorstehende 
scharfe Spitze oder Kante (10) auf weist. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Porationswerkzeug 
(6) ein Laserstrahl vorgesehen ist und daB der Strahlen- 
gang des Lasers trah Is durch den Durchtrittskanal (7) 
hindurch zu der im Aullagebereich befindlichen Miin- 
dung gefiihrt ist. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB zum Erzeugen des Laser- 
st rail Is eine Laserdiode in den Objekttrager (4) inte- 
griert ist. 
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22. Vorrichuing nach einem der Anspriiche 13 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Porationswerkzeug 
(6) zum OlTncn dcr /cllmcinbran dcr Zelle (3) im A ul - 
lage bereich des Objekttragers (4) cine chemise he Pora- 
lions-Substanz aufweist und/oder da 6 eine chemise he 5 
Porations-Substanz durch den Durchtriuskanal (7) zu 
dessen Miindung zufiihrbar ist. 

23. Vorrichtung nach einein dcr Anspriiche 13 bis 22. 
dadurch gekennzeichnet, daB sie wenigstens eine 
Punipe aufweist, die zum Ofthen der Zellinembran to 
durch Beau fsch lag ung mil Unter- oder Uberdruck mil 
dem Durchtriuskanal (7) verbunden isi und/oder daB in 
der Durchtriuskanal (7) iiber ein Ventil oder derglei- 
chen A bsperre lenient mil eine in Unter- oder Uber- 
druckspeicher verbindbar ist. 15 

24. Vorrichtung nach einein der Anspriiche 13 bis 23, 
dadurch gekennzeichnei. daft das Porationswerkzeug 
(6) an eineiu gegeniiher der Oberflaehenebene des Auf- 
lagebereichs (5) vorstehenden Vorsprung (11) angeord- 
nei ist. 20 

25. Vorrichtung nach einein der Anspriiche 13 bis 24, 
dadurch gekennzeichnei, daB sich der Querschnitt des 
Vorsprungs (11) ausgehend von der Oberflaehenebene 
des Auflagebereichs (5) zu der am weilesten vorstehen- 
den S telle verjungl. 25 

26. Vorrichtung nach einein der Anspriiche 13 bis 25, 
dadurch gekennzeichnei. da 13 der Objektirager (4) im 
A ullage bereich (5) eine Prolilierung aufweist, die we- 
nigstens eine urn das Porationswerkzeug umlaufende 
Profilierungsvertiefung und/oder einen uni das Porati- 30 
onswerkzeug umlaufenden Profilierungsvorsprung 
(16) hat. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 26, 
dadurch gekennzeichnei, daB die Profilierungsvertie- 
fung und/oder der Pro lllierungs vorsprung (16) in Er- 35 
streckungsrichtung durch wenigstens eine Unterbre- 
chung unterbrochen ist. 

28. Vorrichtung nach einein der Anspriiche 13 bis 27, 
dadurch gekennzeichnei. daB die Profilierungsvertie- 
fung und/oder der Profilierungs vorsprung (16) ring for- 40 
inig ausgebildet ist und daB vorzugsweise mehrere sol- 
dier ringformiger Profilierungsvertiefungen und/oder 
Profllierungsvorspriinge (16) im wesenllichen konzen- 
trisch zum Porationswerkzeug (6) angeordnet sind. 

29. Vorrichtung nach einein der Anspriiche 13 bis 28, 45 
dadurch gekennzeichnei, daB der elektrische [sol at or 
(9) eine an der O her 11 ache der Prolilierung angeordnete 
Isolationsschicht ist, 

30. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, daB der (die) Pro ii lie rungs- 50 
vorsprung (-vorspriinge) (16) auf die Obcrflache des 
elektrische n Isolators (9) aufgebracht ist (sind). 

31. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 30. 
dadurch gekennzeichnei, daB im A ullage bereich (5) 
des Objekttragers (4) an dessen Oberflache eine we nig- 55 
st ens ein Zelladhasionsproiein aufweisende B esc hie h- 
tung und/oder eine hydrophile Beschichtung und/oder 
unmittelbar benachbart zu dem Porationswerkzeug 
eine hydrophobe Beschichtung angeordnet ist. 

32. Vorrichtung nach einein der Anspriiche 13 bis 31, 60 
dadurch gekennzeichnet, daB der Objekttrager (4) als 
etwa plattenformiges Tragerteil ausgebildet, das an ei- 
ner Flachseite den Auflagebereich (5) aufweist, daB der 
Durchtriuskanal (7) den Objekttrager (4) ausgehend 
von dem Auflagebereich (5) zu der diesem abgewand- 65 
ten Riickseite des Objekttragers (4) durchsetzt, und daB 
der Objektirager im Bereich des Durchtrittskanals (7) 
eine Wandungsschwachung (20) aufweist. die in Er- 
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sireckungsriehiung des Durchtrittskanals (7) eine klei- 
nere Abmessung aufweist als ein zu der Wandungs- 
schwachung benachbarter Wandungsbereich. 

33. Vorrichtung nach einein der Anspriiche 13 bis 32, 
dadurch gekennzeichnei. daB die Wandungsschwa- 
chung (20) an einer an der dem Auflagebereich (5) ab- 
gewandten Riickseite des Objekttragers (4) befindli- 
chen, vorzugsweise I rich terfdrmi gen Einformung (19) 
angeordnet ist. 

34. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 33, 
dadurch gekennzeichnei, daB als mechanise he Fun rung 
fur die Zellen (3) beidseils des Porationswerkzeugs (6) 
Bcgrenzungswande (17) angeordnet sind, die vorzugs- 
weise einen nutenartigen Fiihrungskanal (18) begren- 
zen. 

35. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 34. 
dadurch gekennzeichnet, daB zum Hrzeugen eines die 
Telle (3) zu dem Porationswerkzeug (6) leitenden elek- 
trischen Feldes im Auflagebereich (5) und/oder be- 
nachbart dazu wenigstens eine Zusalzelektrodc ange- 
ordnet ist. 

36. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, daB in dem Auflagebereich 
(5) mehrere, jewei Is wenigstens einen Durchtriuskanal 
(7) aufweisende Porationswerkzeuge (6) vorzugsweise 
als Arrays angeordnet sind. 
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